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RESUMEN

|
Se evaluaron las iscenzimas peroxidasas en ;
tres grupos de semillas protospermas de Cycas
eireinnalis L.que corresponden a diferentes ran-
gos en el desarrollo de la semilla. Para carac-
terizar los grupos se evaluaron las clorofilas,
los carotenos y las antocianinas totales, asi
como los pardametros fisicos. Existe una isocenzi-
ma peroxidasa asociada a la maduracidn de la se-
milla. Se discuten los resultados.
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ABSTRACT

Peroxidase esoenzyme in protosperm seeds of “'
Cyeas eireinnalis L.were evaluated in three
groups which correspond to different ranges of '
seed development. Total chlorophylls, carote-
noids and anthocyanins, as physical parameters
were evaluated to characterize the groups. A pe-
roxidase Iisoenzyme is related to naturation of
the seed. Results are discussed.
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INTRODUCCION

En la actualidad existe ya un gran ntmerc de
trabajos en que se estudia el polimorfismo en-
zimdtico en especies vegetales. La amplia dis-
tribucién de la enzima peroxidasa (E.C.1.11.7.)
y sus distintas formas moleculares ha sido re-
portada (Shannon, 1968), y la gran cantidad de
isoenzimas encontradas permite pensar en la po-
sibilidad de su participacidn en muchas reaccio
nes no determinadas hasta el presente (Scanda-
lies, 1974).

Las funciones en gue estdn implicadas las
peroxidasas también han sido discutidas por dis
tintos autores. Su participacidn en la degrada-
cidn del dcido indolacético (AIA) las relaciocna
a la regulacién del crecimiento y desarrolloc en
las plantas (Galston, Bonner y Baker, 1953; Ray,
1958; Mc Cune, 1961; Fox, Nakada y Purves, 1964;
Galston, Lavee y Siegel, 1967; Siegel y Galston,
1967 y Cunningham y cols., 1975, entre otros).

Se han reportado variaciones en las formas
moleculares de peroxidasas asociadas a la resis
tencia a enfermedades (Rudolph y Stahmann, 1964;
Farkas y Stahmann, 1966; Johnson y Cunningham,
1972), a la formacidn de lignina (Siegel, 1953;
Higuchi, ' 1957; Burria; 1960); a la aparicicn de
dafios en los tejidos (Bireka y Millexr, 1974); vy
a la maduracidn de algunos frutos (Matoo y Modi,
1969; Vendrell, 1969; Ku, Yang y Pratt, 1970;
Gonzdlez, 1980).

También algunos autores reportan variaciones
en la viabilidad del polen y de las semillas en
algunas especies (Hamill y Browbaker, 1569) y
con el crecimiento y diferenciacién de lineas
de callos embricgénicos y no embriogénicos

118



(Kochba, Lavee y Spiegel-Roy, 1977).

Los trabajos realizados han sido llevados a
cabo en plantas con flores ¥ hasta el presente
no se concce el comportamiento de la enzima en
Cyeadaceae, grupo de plantas primitivas con se-
millas protospermas. En el presente trabajo se
analizan la presencia y caracteristicas de las
peroxidasas en distintas partes de la semilla
de Cyeas eireinnalis L.agrupadas segin sus pa-
rametros fisicos y se establecen las correla-
ciones de las mencionadas enzimas con su conte—
nido en pigmentos.

MATERIALES Y METODOS
A. Material utilisado .

Se colectaron semillas de Cycas eireinnalis L.
L. procedentes de plantas cultivadas en el Jar—
din Botdnico Nacional en el mes de octubre, las
cuales fueron separadas en tres grupos atendien
do al peso, tamafic y color como se presenta en
la Tabla I gue aparece a continuacidn.
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Inmediatamente después de analizar los pard-
metros fisicos se procedid a separar el tegumen-
to externo y el gametofito de cada semilla y se
desecharon los tegqumentos internos.

B. Preparacidn de las muestras para electrofore-
si8

1. Tegumento externo: Se pesaron 5 g de tegu
mento de cada grupo de semillas; se maceﬁg
ron con 5 ml de sacarosa al 2%; se filtra-'
ron por gasa y se centrifugaron los extrac

tos a 6000 rpm durante 10', descartandose
el precipitado de cada uno hasta su utili-
zacidn,

2. Gametofito: Se pesaron 40 g de gametofi-
tos de los grupos 2 vy 3, ya que en el gru
ro 1 no existian; se maceraron con 5 ml
de sacarosa al 2%; se centrifugaron a 7000
rpm durante 15', descartdndose el precipi-
tado. Los sobrenadantes se congelaron has-
ta su utilizacién.

C. Evaluacion de tsoenzimas pervoxidasas

Las isoenzimas peroxidasas fueron evaluadas
mediante la electroforesis en gel de poliacrila-
mida (Raymond, 1964) en un aparato de electrofo-
resis vertical simplificado {(Chapel y cols,
1974) utilizando buffer de tris-glicina 0.04 M
dé pH 8.3. Para identificar el frente de corrida
se utilizé una solucidén de azul de bromofenol.
Las corrldas se llevaron a cabo a una temperatu-
ra de 15% y se utilizd una intensidad de co-
rriente de 50 mA. El tiempo de corrida se deter-
mind por el desplazamientc de la banda de Kohl-
rausch. El revelado de los geles se realizd con
bencidina dihidroclérica en dcido acético al 14%
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: mezclados antes de usarse con perdxido de hidré

} geno durante 1'. Después de lavados los geles

H con agua destilada y mantenidos en dcido acé-
tico al 7%, se realizaron los zimogramas.

. . D. Determinacidn de pigmentos en el tegumento
externo de las semillas
Se separarcon los pigmentos presentes en el
tegumento externo de las semillas de Cycas cir—
einnalis L. en los grupos 1, 2 v 3, partiendo de
i 5 grs de tegumento y sigulendo la marcha anali-
tica propuesta por Gortner (1965). Las solucio-
nes de clorofilas, carctencides y antocianinas
3‘ se evaluaron en un espectrocolorimetro Spekol a
665, 448 y 517 nm respectivamente, determindndo
se su densidad &ptica. -

|
[ RESULTADOS
!

En la figura ! se presenta el zimograma co-
) rrespondiente a una corrida electroforética de
f los gametofitos y los tegumentos de los grupos
’ de semillas utilizados.

Come se observa en el zimograma, en los game-
tofitos no se presentan bandas de peroxidasas
mientras gue en los tegumentos externos si. Los
tres grupos de tegumento externo presentan una
forma molecular de peroxidasa comin que se loca-
liza entre 2,0 y 2,5 cm del punto de aplicacidn

de la muestra, aungue la intensidad de la banda
[ -difiere aumentando del grupo 1 al 3. En el grupo

3 de tegumento, se resuelve una banda intensa

-gdicional, localizada entxe 5,1 v 6,0 cm del pun
- to de aplicacidn,

e —— -, -
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Fig. 1. Zimograma de electroforesis para pexoxi-
dasas en gametofitos (2' y 3') y tegumen
tos externos (1,2 y 3).

La dilucidén de la muestra de tegumento exter—
no correspondiente a las semillas del grupo 3,
con el objetivo de lograr una mayor resolucidn

de bandas, no dio resultados diferentes. Los
resultados relativos al: contenido de pigmentos
en el tegumento externo de los distintos grupos
de semillas se presentan en la Tabla II.

Se cbserva una diferencia en el contenido de -
pigmentos en relacidn con los grupos de semi--
llas analxzzmados. Las clorofilas totales dismina
yen del grupo 1 al 3 mientras gue en las anto-
cianinas el comportamiento es inverso. El mencr
contenido de carotenoides se presenta en el gru
po 1, el mayor en el grupo 2 y el grupo 3 pre-
senta un valor“intermedio.
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DISCUSION

Actualmente los resultados cbtenidos en la
caracterizacidn de isoenzimas peroxidasa por
electroforesis estin sujetos a comprobacidén. Si
las formas moleculares separables por este méto
do son "isoenzimas" o ™aloenzimas"™ sdélo puede
conocerse realmente después de estudiar su modo
de herencia (Markert y Mollex, 1959; Prakash,
Lewontim y Hubby, 1969). La peroxidasa es una
proteina monomérica, formada de una sola cadena
polipeptidica y estd codificada por un gen es-
tructural simple. Algunas de las formas molecu-
lares separables pueden ser entonces el resulta
do de la unidén posterior de grupos prostétlcos,
azdcares libres y/o aminados para constituir
isoenzimas o ser sustituciones de nucledtidos

en el gen estructural en-cuyo caso seria aloen-
zimas,

En los grupos de semillas de Cycas cireinna-
lis L. analizados se han encontrado dos formas
moleculares diferentes de la enzima peroxidasa,
una de las cuales es caracteristica del tegumen
to externo de las semillas del grupc 3. Esto no
excluye la posibilidad de que separando el mate
rial en un mayor mimero de grupos entre los ori
.ginales 2 y 3, puedd determinarse si existe una
adicién o una sustitucidn de una forma de pe-—
roxidasa por otra asociada al.proceso de madura
cidn de las semillas. No obstante, puede decir-
se que existe una banda adicional asociada al
proceso de maduracidén de estas semillas. Por
otra parte, existe la posibilidad de que en
otros Srgancs de la planta se presenten formas
distintas de peroxidasas a las encontradas en
el tegumento externo de las semillas,
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Es de sefialar que en los gametofitos (endos-
permo primario de las semillas) no se hayan en-
contrado isoenzimas peroxidasas. El andlisis de
pigmentos efectuado a los grupos de semillas
muestreados refleja la presencia de clorofilas,
carotenoides y antocianinas en el tequmento QEF
terno de las mismas. El comportamiento del conte
nido de pigmentos en cuanto a las variaciones dv
rante su desarrollo en la especie estudiada es
comparable al de la mayoria de los epicarpios
de los frutos en las plantas con flores.

En los frutos, el estado de desarrollo esti
relacionade al metaboliswc de los pigmentos ve-
getales. En el caso de estar semillas protosper
mas se observa edmo las clcrofilas van disminu-
yendo mientras que los carotenoides van aumentan
do. El hecho de gue los carotenoides presenten
el valor mds alto en las semillas del grupo 2 y
no en las del grupo 3, no resulta contradicto-
rio si se tienen en cuenta gue las semillas de
este dltimo grupo tenian gran cantidad de zonas
de color parde come resultado de la salida a la
superficie de compuestos resinosos. Esto también
puede estar relaclonado al brusco descenso en
las clorofilas de las semillas del grupo 3.

En el estudio realizado no se tomaron semi-
llas en sus dGltimas fases de desarrollo por 1o
gue no puede analizarse el decremento gue ocu-
rre finalmente en el contenido de todos los pig-
mentos.

Los pardmetros fisicos tomados en considera-
cidén para separar los grupos de semillas asi co
mo el comportamiento de los pigmentos analiza-
dos nos permiten caracterizar tres rangos en el
desarrollo de la semilla de Cyeas e¢ireinnalis L.
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Las supuestas semillas del grupo 1 parecen co-
rresponderse con macroesporangios en los cuales
no hubo desarrollo ulterior hasta la formacidn
del gametoflto con las estructuras reproducto-
ras correspondientes, ¢ en los cuales no se pro
dujo la fecundacidn y la estructura finalmente
degenerd (Coulter y Chamberlain, 1901; Chamber-~
iain, 1919). No obstante, atn no se han produ-
cido cambios de pigmentos que se relacionen a
la degeneracidén de las paredes del macrosporan-
gio.

El grupo 2 estd formado por semillas en cre-
cimiento, no maduras adn, vy el grupo 3 contiene
semillas que han comenzade su fase de madura-
cion.

Dado que los enzimas cambian durante el desa
rrollo (Shannon, 1968) y gue el patrdn de la en
zima puede variar durante los procesos de madu-
racién (Ku, Yang y Pratt, 1970) por la catdli-
sis de la oxidacién de fenoles y anillos aromi-
ticos en general, los resultados obtenidos en
la variacidn del patrdn de peroxidasas en el te
gumento externo, conjuntamente a los cambios en
el contenide de pigmentos, pueden asociarse a
la fase de maduracidén de la semilla de Cycas
gireinnalis L. La maduracidn del endospermo
primario de la semilla sin embarge nc parece: re
lacionarse a las peroxidasas.

Aunque este trabajo constituye un aporte al
conocimiento acerca de algunos cambios en las
peroxidasas asociados a la maduracion e una se
milla protosperma, resultarfia importante cono-
cer las variacicnes de este sistema asi como la
correlacidn con la varlacidn de pigmentos en to
do su desarrollo.
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